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水－有机混合介质中电流型生物传感器
对葡萄糖的响应
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摘　要：利用自组装单分子层（ＳＡＭｓ）／普鲁士蓝（ＰＢ）／壳聚糖（Ｃｈｉｔ）界面固定葡萄糖氧化酶
（ＧＯＤ），构建酶生物传感器，对传感器在极性非质子有机溶剂如乙腈（ＡＮ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）
和Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺 （ＤＭＦ）存在条件下的电化学特性进行了研究，考察了有机溶剂体积分数对
传感器响应的影响。结果表明，传感器在５０％ （体积分数）ＡＮ中的电流响应可达到磷酸缓冲溶液
（ＰＢＳ）中的７３％。传感器响应速度快、重现性好、抗干扰能力强，展现了高的灵敏度（５７．３ｍＡ·Ｍ·

ｃｍ－２）。该传感器用于血清标本中葡萄糖的检测，测定结果与市售葡萄糖酶光度测定试剂盒测定结
果相吻合。
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　　人们一直认为酶只能在水介质中才能维持其活性，很少考虑介质作为一个对其活性的影响因素。后来
发现酶在一定条件下的有机相中也具有催化活性，这一发现大大促进了酶的理论和应用研究［１］。在研究介



质对酶催化的影响时，常把介质分为无水有机介质、微水系统和水－有机溶剂混合介质等［２］，一般都可叫做非
水介质。近２０年里，人们对酶在非水介质中的研究和相关应用取得了一些显著进展。２００１年，ＫＬＩＢＡＮ－
ＯＶ在《Ｎａｔｕｒｅ》上发表了“把酶用于有机溶剂以改善酶的性能”的文章，综述了酶在非水介质中的研究及应
用［３］。已有的研究结果认为，酶分子中的非共价结合力（如氢键、疏水性和范德华力）对于酶保持其活性结构
起着重要的作用，酶表面的水分子对于维持这种相互作用又起着关键的作用。
酶在分析领域的一个重要应用是用来构筑酶电化学生物传感器，酶在非水介质中的应用使得构筑可用

于非水介质的酶电化学生物传感器（以下简称非水介质酶传感器）成为可能，同时日益增长的需要（如测定食
品、化妆品、药物中难溶于水的成分等）也促进了非水介质酶传感器的发展［４］。

酶电化学传感器是将酶以某种方式固定在电极表面而形成。为获得性能优良的传感器，不仅要求电极
表面的活性质点与电极间有良好的电子交换，而且要求电极表面的酶要具有高的活性和稳定性。酶的固定
方法和介质的性质都将影响电极表面酶的微环境，从而影响酶的活性，进而影响传感器的响应性能。因此，
对不同的酶固定方法及介质性质对非水介质酶传感器性能的影响进行研究，不仅为研制高性能的传感器打
下基础，也将为理解酶在非水介质中的催化机理提供有力的帮助。

在非水介质中研究较多的酶传感器有以酪氨酸酶［５－６］、辣根过氧化物酶［４，７］、过氧化氢酶［８］和胆固醇氧化
酶［９－１０］为基础的传感器。然而，只有少数研究是基于葡萄糖氧化酶（ＧＯＤ）的传感器［１１－１２］。其中，ＧＲＡＳＳＩ－
ＮＯ等构筑了一种“ＧＯＤ／Ｒｕ－ＦｅＮｉ（ＣＮ）６／石墨”传感器，并研究了其在有机溶剂含量为０～６０％ （体积分数）

的水溶液中的响应特性，以及在牛奶、果汁等生物样品中的应用［１２］。

极性有机溶剂可与水在一定浓度范围内互溶，有些酶电极在含有少量水的极性溶剂中就表现出高响应
性［１３－１４］，而另一些酶电极则要在含有大量水的极性溶剂中才对底物产生响应［１５－１６］。最近，研究人员研制了
一种可用于水介质中的高灵敏葡萄糖传感器，该传感器是基于电沉积在自组装单分子层 （ＳＡＭｓ）上的可控
普鲁士蓝 （ＰＢ）和壳聚糖（Ｃｈｉｔ）构成的［１７］。在中性介质中，ＰＢ展现了对 Ｈ２Ｏ２ 还原的高度稳定性和优异的
电催化活性。在此基础上，笔者将探索该葡萄糖传感器在水－极性有机溶剂混合介质中的电化学特性，研究
介质的性质如疏水性、介电常数（ε）和黏度（η）等对传感器电化学行为的影响规律。

１　实验部分

１．１　试剂和仪器

ＣＨＩ７５０电化学工作站，上海辰华仪器公司提供；ＫＱ２２００ＤＥ超声波清洗器，昆明超声仪器有限公司提
供；７９ＨＷ－１恒温加热磁力搅拌器，江苏荣华仪器制造有限公司提供；ＤＶ２１５ＣＤ精密电子天平，ＯＨＡＵＳ公
司提供。
乙腈（ＡＮ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）和Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺（ＤＭＦ），均为分析纯，天津永大化学试剂有限公

司提供；高氯酸四乙基铵（ＴＥＡＰ），分析纯，ＴＣＩ化工发展有限公司提供；壳聚糖（Ｃｈｉｔ），脱乙酰度为７５％～
８５％，浙江玉环化学试剂公司提供；葡萄糖氧化酶（ＧＯＤ），１０　０００Ｕ／ｍｇ，Ｓｉｇｍａ公司提供；葡萄糖，分析纯，
中国天津凯通化学试剂厂提供；铁氰化钾，分析纯，上海化学试剂厂提供；０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲溶液
（ＰＢＳ），由Ｋ２ＨＰＯ４－ＫＨ２ＰＯ４ 配制；其他试剂均为分析纯，实验用水均为高纯水。

１．２　电化学测量
采用三电极系统检测：工作电极为修饰电极，参比电极为Ａｇ／ＡｇＣｌ（３ｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ），对电极为铂丝。在

室温下，以１ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］／Ｋ２［Ｆｅ（ＣＮ）６］（含０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＰＢＳ）为氧化还原探针，采用循环伏安
法（ＣＶ）对电极表面进行表征。电位扫描速率为２０ｍＶ／ｓ，电位扫描范围为－０．１５～０．５Ｖ（ｖｓ．Ａｇ／ＡｇＣｌ
（３ｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ））。此外，采用电流－时间曲线研究传感器对葡萄糖电流响应，应用电势为０．０Ｖ。电解质溶
液为ＰＢＳ与有机溶剂的混合物，其中有机溶剂含有３０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＴＥＡＰ，以增加溶液导电性。

１．３　酶电极制备
将直径为２ｍｍ的金电极依次用粒径为１．０，０．３，０．０５μｍ的Ａｌ２Ｏ３ 粉抛光成镜面，电极每次用蒸馏水

超声清洗。然后把电极依次置于丙酮、Ｐｉｒａｎｈａ溶液（Ｖ（Ｈ２ＳＯ４）∶Ｖ（Ｈ２Ｏ２）＝３∶１）中超声。用水清洗后晾
干。然后按照文献［１７］报道方法对金电极进行修饰。首先将电极浸入１０ｍｍｏｌ／Ｌ硫辛酸胺的无水乙醇溶
液，在４℃保持１５ｈ，修饰硫辛酸胺单分子自组装层（ＳＡＭｓ），取出后依次用无水乙醇、蒸馏水冲洗。然后将
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电极置于０．０５０ｍｏｌ／Ｌ　Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］＋０．０５０ｍｏｌ／Ｌ　Ｆｅ２（ＳＯ４）３＋０．１０ｍｏｌ／Ｌ　Ｋ２ＳＯ４＋０．０５０ｍｏｌ／Ｌ
Ｈ２ＳＯ４ 溶液中，在－０．０５～＋０．５Ｖ电势范围内连续扫描，电沉积普鲁士蓝（ＰＢ）。将电极清洗后，在其表面
滴加５μＬ质量浓度为１０ｍｇ／ｍＬ的ＧＯＤ溶液，置于４℃ 冰箱中。干燥后，于电极表面滴加５μＬ体积分数
为１％的Ｃｈｉｔ，用０．２５％（体积分数）戊二醛交联３０ｍｉｎ。修饰电极记为Ｃｈｉｔ／ＧＯＤ／ＰＢ／ＳＡＭｓ／Ａｕ。

２　结果与讨论

２．１　修饰电极的电化学表征
电化学阻抗谱（ＥＩＳ）和 ＣＶ 是探测修饰电极表面性能的有效工具。实验中以［Ｆｅ（ＣＮ）６］３－／

［Ｆｅ（ＣＮ）６］４－为探针，采用ＣＶ对金电极表面的组装过程进行监测。

修饰电极在１ｍｍｏｌ／Ｌ［Ｆｅ（ＣＮ）６］３－／［Ｆｅ（ＣＮ）６］４－溶液（０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＰＢＳ，ｐＨ 值为７．０）中的循环伏安
曲线如图１所示。裸金电极显示了很好的法拉第响应（见图１Ａ中的ａ曲线），这是氧化还原过程的扩散控
制特性。相反，在ＳＡＭｓ修饰的电极上几乎观察不到电流响应（见图１Ｂ中的ｂ曲线），表明ＳＡＭｓ对氧化还
原探针有很好的屏障作用。当ＰＢ电沉积到电极表面后，电流响应明显增加（见图１Ｂ中的ｃ曲线），表明ＰＢ
层在电极与氧化还原探针之间形成了电子转移通道，促进了电子转移。这是由于ＰＢ的良好电子媒介作用
所致，使电子转移更容易。当ＧＯＤ组装到电极后，电流响应又降低（见图１Ｂ中的ｄ曲线）。这是ＧＯＤ的
非导电性所致。随着Ｃｈｉｔ的进一步组装（见图１Ｂ中的ｅ曲线），电流响应又有所增加，说明与ＧＯＤ相比，

Ｃｈｉｔ促进了电子转移。上述ＣＶ结果和ＥＩＳ实验的结果［１７］均表明ＳＡＭｓ，ＰＢ　ＧＯＤ和Ｃｈｉｔ成功组装到金电
极上。

图１　裸金电极，ＳＡＭｓ／Ａｕ电极，ＰＢ／ＳＡＭｓ／Ａｕ 电极，ＧＯＤ／ＰＢ／ＳＡＭｓ／Ａｕ，Ｃｈｉｔ／

ＧＯＤ／ＰＢ／ＳＡＭｓ／Ａｕ电极在１ｍｍｏｌ／Ｌ［Ｆｅ（ＣＮ）６］３－／［Ｆｅ（ＣＮ）６］４－溶液中的循
环伏安曲线

Ｆｉｇ．１　Ｃｙｃｌｉｃ　ｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｂａｒｅ　Ａｕ　ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ，ＳＡＭｓ／Ａｕ　ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ，ＰＢ／ＳＡＭｓ／Ａｕ　ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ，ＧＯＤ／

ＰＢ／ＳＡＭｓ／Ａｕ　ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ　ａｎｄ　Ｃｈｉｔ／ＧＯＤ／ＰＢ／ＳＡＭｓ／Ａｕ　ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ　ｉｎ　１ ｍｍｏｌ／Ｌ ［Ｆｅ（ＣＮ）６］３－／

［Ｆｅ（ＣＮ）６］４－

２．２　有机溶剂对酶传感器的影响
实验选择了极性非质子溶剂ＡＮ（ε＝３５．９），ＤＭＳＯ（ε＝４６．５）和ＤＭＦ（ε＝３６．７）与ＰＢＳ的混合介质，考

察了有机溶剂体积分数对酶电极响应信号的影响。有机溶剂的体积分数从１０％增加到６０％时，传感器的响
应信号随有机溶剂含量的变化如图２所示。

由图２可知，随着有机溶剂含量的增加响应电流逐渐降低，但３种溶剂对电极响应信号影响有所不同。

在含ＡＮ的ＰＢＳ溶液中，随ＡＮ含量的增加响应电流先快速下降，然后缓慢降低。在５０％（体积分数，下同）

的ＡＮ溶液中，响应信号可以达到在纯ＰＢＳ中的７３％。当ＡＮ体积分数超过５０％时，响应电流明显降低。

在含ＤＭＦ和ＤＭＳＯ的ＰＢＳ溶液中，响应电流先缓慢降低，当有机溶剂超过３０％ 时，响应电流明显下降。

在３０％ ＤＭＦ和３０％ ＤＭＳＯ溶液中的响应信号分别达到在纯ＰＢＳ中的５９％和５７％。
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图２　传感器的电流响应与有机溶剂
含量之间的关系曲线

Ｆｉｇ．２　Ｒｅｌａｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ　ｐｅａｋ　ｃｕｒｒｅｎｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ

ａｎｄ　ｔｈｅ　ｏｒｇａｎｉｃ　ｓｏｌｖｅｎｔ　ｃｏｎｔｅｎｔｓ

传感器在混合介质中的电流响应比在ＰＢＳ中低，这
一事实可从以下几个方面解释。首先，有机溶剂的介电
常数比水低，会使ＧＯＤ的离子化程度降低，从而使其活
性下降。其次，ＡＮ，ＤＭＦ和 ＤＭＳＯ都是非质子溶剂，
会对蛋白质分子中的氢键产生影响，从而导致 ＧＯＤ结
构的转换。因此，随着有机溶剂含量的增加，会导致酶
活性逐渐降低，但传感器在水－有机溶剂混合介质中响应
的灵敏度足以满足葡萄糖检测要求。

２．３　电活性物质的干扰
在３０％（体积分数，下同）ＤＭＳＯ溶液中加入葡萄糖

和不同电活性干扰物，传感器的响应信号见图３。结果
显示，与０．５０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖产生的信号相比，０．５０
ｍｍｏｌ／Ｌ尿酸（ＵＡ）、１．０ｍｍｏｌ／Ｌ对乙酰氨基酚（ＡＰ）和

０．１０ｍｍｏｌ／Ｌ抗坏血酸（ＡＡ）产生的电流很小。表明

ＵＡ，ＡＰ和ＡＡ对传感器响应的影响可以忽略不计。这
与在ＰＢＳ中的结果相一致［１７］。ＡＰ和 ＵＡ在５０％ ＡＮ
和３０％ ＤＭＦ中对传感器的响应（未显示在图中）与

３０％ ＤＭＳＯ中情况类似，而０．１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＡＡ的响应
信号明显，但当其浓度降到０．０２ｍｍｏｌ／Ｌ时，电流响应可以忽略不计。传感器表现出了很好的抗干扰能力，
这主要归功于壳聚糖交联膜的良好选择渗透性。壳聚糖交联膜可以减少或抑制电活性物质的通透，同时让
葡萄糖的氧化产物 Ｈ２Ｏ２自由通过［１７］。结果表明，不仅在ＰＢＳ而且在有机溶剂存在下，壳聚糖膜均展现了
优良的抗干扰能力。

图３　Ｃｈｉｔ／ＧＯＤ／ＰＢ／ＳＡＭｓ／Ａｕ电极对葡萄糖
和不同电活性干扰物质的电流响应

Ｆｉｇ．３　Ｃｕｒｒｅｎｔ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｏｂｔａｉｎｅｄ　ａｔ　ｔｈｅ　Ｃｈｉｔ／ＧＯＤ／ＰＢ／ＳＡＭｓ／Ａｕ

ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ　ｆｏｒ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ａｎｄ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｅｌｅｃｔｒｏａｃｔｉｖｅ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｔｓ

２．４　酶传感器对葡萄糖的响应
考察了酶传感器在ＰＢＳ与有机溶剂的

混合溶液中的电流响应行为。酶电极在

５０％ ＡＮ，３０％ ＤＭＦ和３０％ ＤＭＳＯ溶液
中对葡萄糖的电流响应见图４。
当向含有５０％ ＡＮ的ＰＢＳ中加入葡

萄糖时，在１０ｓ之内传感器的响应达到最
大稳态电流的９５％，接近在ＰＢＳ中的响应
速度［１７］（见图４中的ａ曲线）。传感器在

３０％ＤＭＦ和３０％ＤＭＳＯ中的响应速度比
在５０％ ＡＮ中慢，２０ｓ内才能达到最大稳
态电流的９５％（分别见图４中的ｂ曲线和ｃ
曲线）。这主要归结于底物的扩散速度。
底物的扩散速度是影响传感器电流响应快

慢的一个重要因素。由于溶剂黏度差别
（２０℃时，水：１．００×１０３　Ｐａ·ｓ；ＡＮ：０．３７×
１０３　Ｐａ·ｓ；ＤＭＦ：０．９２×１０３　Ｐａ·ｓ；ＤＭＳＯ：２．２４×１０３　Ｐａ·ｓ），葡萄糖在水，ＡＮ，ＤＭＦ和ＤＭＳＯ中的扩散速
度不同。另外，有机溶剂与水混合比例不同时的黏度也不同。一般随着有机溶剂含量的增加黏度下降，纯有
机溶剂黏度最小。在ＡＮ－水体系中，黏度随二者比例改变而改变［１８］。５０％ ＡＮ的黏度为０．８２×１０３　Ｐａ·ｓ
（２５℃），接近于水的黏度（０．８９×１０３　Ｐａ·ｓ，２５℃）。因此传感器在５０％ＡＮ中的响应速度接近于水溶液中
的响应速度。而３０％ ＤＭＦ的黏度比水大［１９］，因此，电流响应比在水中慢。同理，传感器在３０％ ＤＭＳＯ中
的响应也比在水中慢。然而，传感器在３０％ ＤＭＦ和３０％ ＤＭＳＯ的响应足够满足葡萄糖检测的要求。
传感器对葡萄糖浓度的线性响应曲线见图５。标准曲线的线性范围、回归方程及传感器的灵敏度见

表１。在５０％ ＡＮ中，传感器对葡萄糖响应的灵敏度接近在ＰＢＳ中的灵敏度。
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图４　Ｃｈｉｔ／ＧＯＤ／ＰＢ／ＳＡＭｓ／Ａｕ电极对
葡萄糖响应的电流－时间曲线

Ｆｉｇ．４　Ｃｕｒｒｅｎｔ－ｔｉｍｅ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｈｉｔ／ＧＯＤ／ＰＢ／ＳＡＭｓ／

Ａｕ　ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ　ｆｏｒ　ｇｌｕｃｏｓｅ

曲线ａ—５０％ＡＮ；曲线ｂ—３０％ＤＭＦ；曲线ｃ—３０％ＤＭＳＯ

图５　电流响应随葡萄糖含量变化的
标准曲线

Ｆｉｇ．５　Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ　ａｓ　ａ

ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

表１　传感器在不同体积分数有机溶剂中的参数
Ｔａｂ．１　Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｖｏｌｕｍｅ　ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｏｆ　ｏｒｇａｎｉｃ　ｓｏｌｖｅｎｔｓ

电解质溶液 线性范围／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） 回归方程 灵敏度／（ｍＡ·Ｍ·ｃｍ－２）

０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＰＢＳ［１７］ ０．０１～１．０　 ｙ＝１．８８ｘ＋０．０１９　８０　 ５９．９

５０％ ＡＮ　 ０～０．８８　 ｙ＝１．８０ｘ＋０．００７　９９　 ５７．３

３０％ ＤＭＦ　 ０～０．７０　 ｙ＝０．７９９ｘ－０．００３　０９　 ２５．４

３０％ ＤＭＳＯ　 ０～０．６８　 ｙ＝０．７８５ｘ－０．００１　３８　 ２５．０

２．５　酶电极的储存稳定性
酶电极的储存环境是影响其重现性的重要因素。储存条件不当会直接影响其寿命和灵敏度。在水－有

机溶剂中，如果将使用过的电极直接浸入ＰＢＳ储存，不可避免地会导致酶的渗漏，影响电极的灵敏度。如果
将电极在冰箱干态储存，修饰膜易翘起，甚至从电极表面剥离。经过实验，发现将电极密封于含有ＰＢＳ的器
皿中，且电极表面不直接与ＰＢＳ接触时储存效果最好。该环境下保存的电极可使酶膜保留适当水分，这不
仅维持了酶活性又可避免酶渗漏和酶膜从电极表面剥离。
实验结果表明，电极在该条件下储存２周，电流响应仍能达到８０％。电极良好的储存稳定性归功于壳

聚糖膜良好的生物兼容性，该膜可为酶提供维持酶活性的微环境。

２．６　血清标本中葡萄糖检测
为了验证电极在实际样品中对葡萄糖的响应，

将构建的传感器用于糖尿病人血糖检测。为了获得
对所有样品大致相当的电流响应，根据血清中葡萄
糖含量的不同，需用血清的体积量为１０～４０μＬ。
本方法在５０％ＡＮ中对糖尿病人血糖的检测结果见
表２，相对标准偏差（ＲＳＤ）在１０％以内。
本方法测定的结果与标准分光光度酶法进行了

比较。２种方法的回归分析所得线性回归方程为

ｙ＝０．９０２ｘ＋０．７２，式中ｙ和ｘ 分别是采用本方法
和标准方法测得的葡萄糖浓度。Ｒ２＝０．９５９，表明２
种方法的相关性良好。

表２　糖尿病人血清中葡萄糖测定结果
Ｔａｂ．２　Ｔｅｓｔ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ｉｎ　ｓｅｒｕｍ　ｏｆ　ｄｉａｂｅｔｉｃ　ｐａｔｉｅｎｔｓ

血清标本采集
葡萄糖浓度①／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

本方法② 标准方法

空腹 ５．２９　 ５．２１

饭后０．５ｈ ６．５８　 ７．６５

饭后１ｈ ９．４１　 ９．５５

饭后２ｈ １０．５０　 １０．３０

饭后３ｈ ５．７２　 ４．８５

　　注：①为平均值，Ｎ＝３；②是指在５０％ ＡＮ中。
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３　结　语

研究了水－有机溶剂混合介质中葡萄糖生物传感器的电化学特性，探讨了有机溶剂体积分数对传感器响
应的影响。酶传感器在５０％ ＡＮ中的灵敏度接近在ＰＢＳ中的灵敏度，展现了对葡萄糖快速、灵敏的响应。
该传感器具有良好的储存稳定性，可用于ＰＢＳ或水－有机溶剂混合介质中血糖的检测。
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